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I Virus MSRV2 assocl* a la sclerose en plaques, et see constituents nuclelques. 

57) L'lnventJon conceme un virus, possedant una acttvitd 

fcnscrlptase inverse, associe k la sclerose en plaques, 
oontenu dans une souche viraie possedant una activity 
transcriptase inverse, choisle parmi les souches ddnom- 
mees respectivement POL-2, ddposte la 29.07.1992 au- 
pr&s de I'ECACC sous le numdro d'accds V92072202, et 
MS7PG ddposte le 08.01.1993, aupr*s de I'ECACC sous 
le numdro d'accds V93010816, autre que le virus humain, 
possedant une activity transcriptase inverse, associe k una 
famllle d'eiements retroviraux endogdnes, contenu dans 
chacune des mdmes souches, et parmi les souches vartan- 
tes consistant en des virus comprenant au moins un anti- 
gens qui est reconnu par au moins un antJcorps dirige 
contra au moins un antigens corrsspondant de i'un ou I'au- 
tre desdits virus des souches vi rales POL-2 et MS7PG pre- 
citees, autre que le virus humain. 

L'inventlon conceme, en outre, les const! tuants nuclel- 
ques dud it virus et lours utilisations. 
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La sclerose en plaques (SEP) est une maladie 
demySlinisante du systeme nerveux central (SNC) dont la 
cause reste encore inconnue . 

De nombreux travaux* ont etaye l'hypothdse d'une 

5 etiologie virale de la maladie, ma is aucun des virus 
connus testes ne s'est avere etre 1' agent causal 
recherche : une revue des virus recherches depuis des 
ann6es dans la SEP a 6te faite par E. Norrby (Prog. Med. 
Virol., 1978 ; 24, 1-39) et R.T. Johnson(dans ^Handbook of 

10 clinical neurology, 47 Demyelinating diseases". Vinken P. 
et Bruyn G.W., eds. Amsterdam, Elsevier science 
Publishing, 1985, 319-336). ParallSlement , la possibilitS 
d'un facteur exogene et/ou infect ieux est suggeree par 
1» existence d'epideraies localisees ou "clusters" de SEP 

15 comme ce qui a et6 observe dans les lies Feroes entre 1943 
et 1960 (Cook 1980), en Sardaigne (Rosati, 1988), en 
NorvSge (Riisse, 1991), ainsi que par les etudes sur les 
migrants (Elian, 1990) . Parmi tous les facteurs exog&nes 
sugg6r6s, les virus ont 6te etudies le plus souvent et une 

20 fetiologie virale est classiquement 6voquee. 

L * observation , dans la SEP, de phenomfenes 
assimilables & une reaction d^uto-immunitfe a conduit a 
une hypothfise etiologique auto- immune "essentielle" 
(voir : Lisak R.P., Zweiman B. New Engl. J. Med* 1977 ; 

25 297, 850-853, et, Lassmann H. et Wisniewski H.M. Arch. 
Neurol. 1979 ; 36, 490-497). Cependant, cette auto- 
immunity dirigfie contre certains composants du SNC s'est 
r6v61£e peu sp6cifique de la SEP et frfequente dans les 
inflammations du SNC, associees ou non h une infection, 

30 ainsi que cela a etfe montre par Hirayama M. et coll. 
(Neurology 1986 ; 36, 276-8), Kenneth G. Warren et coll. 
(Annals of Neurology 1986 ; 20, 20-25), Suzumura A. et 
coll. (Journal of Neuro immunology 1986 ; 11, 137-47), et, 
Tourtelotte W. et coll. (Journal of Neurochemistry 1986 ; 

35 46, 1086-93). De plus, comme I'a fait remarquer E.J. Field 
(The Lancet 1989 ; I, 1272.) aucune des therapeutiques 
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immunosuppressives n f a permis d*obtenir des resultats 
decisifs contre la SEP. II semble maintenant probable que 
les manifestations "auto-immunes" sont induites par un 
mecanisme d'origine virale : co-sensibilisation a des 
5 determinants viraux associes h des molecules d'origine 
cellulaire, phenomenes de mimetisme molSculaire -comme 
cela a ete d6crit par Fujinami R.S et Oldstone M.B.A (dans 
"Molecular mimicry : Cross-reactivity between microbes and 
host proteins as a cause of autoimmunity". Oldstone 

10 M.B.A. , ed.. Current Topics in Microbiology and 
Immunology, vol. 14 5, Berlin, Springer-Verlag, 1989)- ou, 
selon P. Rudge (Journal of Neurology, Neurosurgery and 
Psychiatry, 1991 54, 853-855), par expression de 
super ant igenes retroviraux . 

15 Des travaux ont etayfe une hypothSse selon laquelle 

un Retrovirus serait & I'origine de la maladie : la 
dScouverte r^cente par A. Gessain et coll. (J. Infect. 
Disease 1988 ; 1226-1234), de syndromes neurologiques 
associSs au virus HTLV-I, connu a l f origine comme agent de 

20 leucemies T de l f adulte, a conduit de nombreux auteurs, 
tels que H. Koprowski et coll. (Nature 1985 ; 318, 154), 
M.Ohta et coll. (J. Imunol. 1986 ; 137, 3440), E. P. Reddy 
et coll. (Science 1989 ; 243, 529), S.J. Greenberg et 
coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989 ; 86, 2878), J.H. 

25 Richardson et coll. (Science 1989 ; 246, 821), S.L. Hauser 
et coll. (Nature 1986 ; 322, 176) et A. Karpas et coll. 
(Nature 1986 ; 322, 177), a rechercher une implication de 
ce retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succfes ou 
avec des resultats 6voquant des reactions croisfees. 

30 Par ailleurs, il existe un mod&le animal tr6s 

proche de la SEP, induit par un retrovirus : le virus 
MAED I -VI SNA du mouton . II est connu que l 1 infection 
naturelle par ce virus peut provoquer deux types de 
maladies chez cet animal : le Maedi, une pneumonie 

35 interstitielle lymphocytaire qui peut survenir lors de la 
primo-infection par ce retrovirus et une pathologie 
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neurologique demyelinisante tardive suivant generalement 
une phase de latence prolongee, le Visna. La 
physiopathologie du Visna naturel Concorde avec la plupart 
des donnees cliniques et biologiques de la SEP, comme le 
5 rapportent Johnson R.T. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 7, 66- 
67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. Infect, Dis. 1985 ; 7, 
89-98 ), et Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 
1985 ; 7, 75-82). L' infection exper imentale des moutons 
par inoculation intra-ventriculaire de souches 

10 neurovirulentes du virus VISNA a permis d'etablir la 
responsabilite de ce virus dans la genese de cette 
affection demyelinisante du mouton. Comme l'expliquent 
Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 7, 75-82), 
Hoffman P.M. et Panitch H.S. (dans, "Handbook of clinical 

15 neurology, 12 : Viral diseases" R.R. Mc Kendall, ed. . 
Elsevier science Publishing, Amsterdam, 1989 , p 453-466X, 
et A. Haase (Nature 1986 ; 322, 130-136), elle diffSre de 
1' infection naturelle par ses consequences 

neuropathologiques exacerbees, mais reste proche de la 

20 SEP. II est de plus notable que, dans 1* ensemble des 
travaux effectues sur ce sujet par les auteurs precites, 
notamment, le virus Visna est r§guliferement retrouv6 dans 
les cellules de plexus choroides du cerveau qui 
constituent un site de latence et de replication 

25 occasionnelle du provirus Visna ; la localisation de ces 
cellules & 1' interface sang/liquide cephalo-rachidien 
(LCR) explique certainement ce phenom&ne. 

R6cemment, un retrovirus, different des retrovirus 
humains connus a ete isole chez des patients atteints de 

30 SEP par H. Perron et coll. (Res. Virol. 1989 ; 140, 
551-561 / dans : "Current concepts in multiple sclerosis'* 
Wietholter et coll., eds. Amsterdam, Elsevier, 1991, p. 
111-116 / The Lancet 1991 ; 337, 862-863 ). Les auteurs 
ont aussi pu montrer que ce retrovirus pouvait etre 

35 transmis in vitro, que des patients atteints de SEP 
produisaient des anticorps susceptibles de reconnaltre des 
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proteines associees a 1 1 infection des cellules 
leptomeningees par ce retrovirus et que 1' expression de ce 
dernier pouvait etre fortement stimulee par les genes 
immediats-precoces de certains herpesvirus (Perron et 
5 coll. Herpes simplex virus ICPO and ICP4 immediate-early 
proteins strongly enhance expression of a retrovirus 
harboured by a leptomeningeal cell-line from multiple 
sclerosis. 1993 . J. Gen. Virol. 74 ; 65-72). 

Tous ces resultats plaident en faveur du role dans 
10 la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activity transcriptase inverse detectable selon 
la methode publiee par H. Perron et coll. (Res. Virol. 
1989 ; 140, 551-561) et qualifiee d'activite "RT de type 
LM7" . 

15 Recemment, les travaux de la demanderesse ont 

pennis d'obtenir deux lignees continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 
patients differents atteints de SEP, par un procede de 
culture tel que dScrit dans la demande de brevet 

20 n° WO 93/20188. Ces deux lignees dfirivees de cellules de 
plexus-choroides humains, denommees LM7PC et PLI-2 ont et6 
d6pos6es a l'ECACC respectivement le 22 juillet 1992 et le 
8 janvier 1993, sous les numeros 92072201 et 93010817, 
conformfement aux dispositions du trait6 de Budapest. Par 

25 ailleurs, les isolats viraux poss6dant une activity RT de 
type LM7 ont fegalement et6 deposes & l f ECACC sous la 
denomination globale de "souches". La "souche" ou isolat 
heberge par la lignee PLI-2, denomm6e POL-2, a et6 deposee 
le 22 juillet 1992 sous le n° V92072202. La "souche" ou 

30 isolat heberge par la lignee LM7PC, dSnommee MS7PG, et a 
et6 dSposfee le 8 janvier 1993 sous le n° V93010816. 

A partir des cultures et des isolats precites, 
caracterises par des critferes biologiques et 
morphologiques, on s*est ensuite attache a caract6riser le 

35 materiel nucleique associe aux particules virales 
produites dans ces cultures. 
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Ainsi les objets de la presente invention sont les 
suivants : 

- un virus, possedant une activite transcriptase 
inverse, associe a la sclerose en plaques, contenu dans 
5 une souche virale possedant une activite transcriptase 
inverse, choisie parmi les souches de nominees 
respect ivement POL-2, deposee le 22,07.1992 aupres de 
1* ECACC sous le numero d'acces V92 072202, et MS7PG deposee 
le 08*01.1993, aupres de 1 1 ECACC sous le numero d'acces 

10 V93010816, autre que le virus humain, possedant une 
activite transcriptase inverse, et dont au moins une 
partie de la sequence POL presente une homologie avec la 
meme region POL du virus endogdne ERV9 ou HSERV9, contenu 
dans chacune des memes souches, et parmi les souches 

15 variantes consistant en des virus comprenant au moins un 
antigfene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige 
contre au moins un antigfine correspondant de I'un ou 
l 1 autre desdits virus des souches virales POL-2 et MS7PG 
precitees, autre que le virus humain prfecit6. 

20 - un virus, possedant une activity transcriptase 

inverse, associe a la sclerose en plaques, produit par une 
lignee cellulaire choisie parmi les lign6es cellulaires 
denommees respect ivement PLI-2 d6pos£e le 22.07.1992 
aupr&s de I 1 ECACC sous le numero d'acc&s 92072201 et LM7PC 

25 deposee le 08.01.93 aupres de 1' ECACC sous le numero 
d'accds 93010817, autre que le virus humain, possedant une 
activity transcriptase inverse, et dont au moins une 
partie de la sequence POL presente une homologie avec la 
mSme region POL du virus endogene ERV9 ou HSERV9, produit 

30 par chacune des memes lignees, et parmi les cultures 
cellulaires infectees susceptibles de produire un virus 
comprenant au moins un antigdne qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirige contre au moins un antigdne 
correspondant de l'un ou 1* autre des virus produits par 

35 les lignees PLI-2 et LM7PC precitfees, autre que le virus 
humain precite. 
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- un virus dont le genome comprend une sequence 
nucleotidique presentant au moins 50 %, et de preference 
au moins 7 0 % d'homologie avec une sequence nucleotidique 
SEQ ID N01, decrite a la Fig 1, ou sa sequence 

5 complementaire. 

- un virus dont le genome code pour une sequence 
peptidique presentant au moins 50 %, et de preference au 
moins 7 0 % d'homologie, avec une sequence peptidique codee 
par la sequence nucleotidique SEQ ID N01 ou sa sequence 

10 complementaire . 

- un fragment nucleotidique comprenant une 
sequence nucleotidique presentant au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec la SEQ ID N01 ou 
sa sequence complementaire. 

15 - un fragment preferentiel de 1 ' invention 

consistant en une sequence nucleotidique presentant au 
moins 50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie, 
avec la sequence nucleotidique SEQ ID N01 ou sa sequence 
complementaire . 

20 - un ARN ou ADN et notamment vecteur de 

replication, comprenant un fragment de 1' invention. 

- une amorce sp6cifique pour 1 'amplification par 
polymerisation d'un ARN ou d'un ADN specif ique d'un virus 
associe a la sclerose en plaques, comprenant une sequence 

25 nucleotidique presentant au moins 50 %, et de preference 
au moins 70 % d'homologie, avec au moins une partie d'un 
fragment de l 1 invention. 

- une amorce pr6f erentielle ayant de 10 £ 3 0 
nucleotides. 

30 - une sonde susceptible de s'hybrider 

specif iqueroent avec un ARN ou un ADN sp6cifique d'un virus 
associe a la sclerose en plaques, comprenant une sequence 
nucleotidique presentant au moins 50 %, et de preference 
au moins 70 % d'homologie, avec au moins une partie d'un 

35 fragment de 1' invention. 
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- une sonde pref erentielle ayant au moins 10 
nucleotides . 

- une utilisation d'une sonde de 1' invention ou 
d'une amorce de l 1 invention, pour detecter et/ou 

5 identifier, dans un echantillon biologique, un virus 
associe a la sclerose en plaques. 

- une composition therapeutique antisens notamment 
pour le traitement de la sclerose en plaques, comprenant 
au moins une sequence nucleotidique de 1' invention. 

10 - un procede pour detecter et/ou identifier un 

virus associe a la sclerose en plaques, dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce qu'on expose un 
ARN et/ou un ADN specif ique audit virus, ou leur ARN et/ou 
ADN complementaire, £ au moins une sonde de l 1 invention. 

15 - un procede preferentiel de l 1 invention 

caracterise en ce que, avant d'exposer 1 1 ARN et/ou l'ADN 
ou leur ADN et/ou ARN compl6mentaire, £ la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
de 1' invention et on amplifie ledit ARN et/ou ADN. 

20 - un peptide code par la sequence nucleotidique du 

genome d'un virus associe a la sclerose en plaques, et 
code par au moins une partie d'un fragment nucleotidique 
de l 1 invention. 

- une prot&ine comprenant un peptide de 
25 l 1 invention. 

- un oligopeptide comprenant au moins cinq 
aminoacides contigus du peptide de l 1 invention. 

- une composition diagnostique, et/ou 
thferapeutique et/ou prophylactique, comprenant au moins un 

30 peptide de l 1 invention, ou au moins une protfeine de 
l 1 invention ou au moins un oligopeptide de l 1 invention. 

- une composition diagnostique, et/ou 
therapeutique et/ou prophylactique, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend un ligand specif ique & un peptide de 

35 l f invention, ou a une proteine de 1" invention, ou a un 
oligopeptide de 1' invention. 
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Avant de detainer 1' invention, differents termes 
utilises dans la description et les revendications sont a 
present definis : 

- selon l 1 invention, un fragment nucleotidique ou 
5 un oligonucleotide est un enchainement de monomeres, 

caracterise par la sequence inf onnationnelle des acides 
nucleiques naturels, susceptibles de s'hybrider a un 
fragment nucleotidique dans des conditions predeterminees, 
1 ■ enchainement pouvant contenir des monomeres de 
10 structures differentes et etre obtenu a partir d'une 
molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par 
recombinaison genetique et/ou par synthese chimique, 

- ainsi un monomere peut etre un nucleotide 
naturel d'acide nucleique dont les elements constitutifs 

15 sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans l'ARN le sucre est le ribose, dans 1 'ADN le sucre est 
le desoxy-2-ribose; selon qu'il s'agisse de 1 • ADN ou 
l'ARN, la base azotee est choisie panni 1 'adenine, la 
guanine, l'uracile, la cytosine, la thymine; ou un 

20 nucleotide modifi£ dans l'un au moins des trois elements 
constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, generant des bases 
modifiees telles que l'inosine, la m6thyl-5- 
desoxycytidine, la dfesoxyuridine, la dimethylamino-5- 

25 d6soxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la bromo-5- 
desoxyuridine et toute autre base modifiee favorisant 
1 1 hybridation, au niveau du sucre & savoir le remplacement 
d f au moins un desoxyribose par un polyamide (P.E. Nielsen 
et al. Science, 254, 1497-1500 (1991)), au niveau du 

30 groupement phosphate par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les esters de diphosphate, 
d'alkyl et arylphosphonate et de phosphorothioate, 

- par "sequence inf ormationnelle" , on entend toute 
suite ordonnee de monomSres, dont la nature chimique et 

35 l^rdre dans un sens de reference constituent une 
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information de meme qualite que celle des acides 
nucleiques naturels, 

- par hybridation, on entend le processus au cours 
duquel, dans des conditions appropriees, deux fragments 

5 nucleotidiques , ayant des sequences suffisamment 
complementaires , s'apparient pour former un double brin, 

- une sonde est un fragment nucleotidique 
comprenant au moins 10 monomer es, avantageusement de 10 a 
50 monomeres, possedant une sp6cificite d 'hybridation dans 

10 des conditions determinees. Une sonde peut etre utilisee a 
des fins de diagnostic telles que les sondes de capture 
et/ou de detection ou a des fins de therapie, 

- la sonde de capture peut etre immobilisee sur un 
support solide par tout moyen approprie, c f est-a-dire 

15 directement ou indirectement , par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection est marquee au moyen d'un 
marqueur choisi par mi les isotopes radioactifs, des 
enzymes notamment choisis parmi la peroxydase et la 

20 phosphatase alcaline et ceux susceptibles d'hydrolyser un 
substrat chroraogene, fluorigene ou luminescent, des 
composes chimiques chromophores , des composes chromogenes, 
fluorigenes ou luminescents, des analogues de bases 
nucleotidiques, et la biotine, 

25 - les sondes utilisees a des fins de diagnostic de 

1 ' invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes les 
techniques d 'hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (MANIATIS et al, Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbor, 1982), "SOUTHERN BLOT" 

30 [SOUTHERN. E.M., J. Mol. Biol., 98, 503 (1975), "NORTHEN 
BLOT" qui est une technique identique & la technique 
"SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de TARN comme cible, la 
technique SANDWICH (DUNN A.R. , HASSEL J. A., Cell, 12, 23 
(1977)] ; avantageusement, on utilise la technique 

35 SANDWICH dans la presente invention comprenant une sonde 
de capture specif ique et/ou une sonde de detection 
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specif ique, etant entendu que la sonde de capture et la 
sonde de detection doivent presenter une sequence 
nucleotidique au moins partiellement differente, 

- une autre application de 1' invention est une 
5 sonde de therapie, ladite sonde etant susceptible de 

s'hybrider in vivo sur 1 ' ARN et/ou sur I'ADN pour bloquer 
les phenomenes de traduction et/ou de transcription, 

- une amorce est une sonde comprenant de 10 a 30 
monoraeres, possedant une specif icite d' hybridation dans 

10 des conditions determinees pour 1' initiation d'une 
polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
d' amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction) , dans un procede d • elongation, tel que le 
sequen^age, dans une methode de transcription inverse ou 

15 analogue, 

- l'homologie caracterise le degre de similitude 
de deux fragments nucl&otidiques compares, 

Etant donne qu'un virus possedant une activite 
enzymatique transcriptase inverse peut etre gen6tiquement 
20 caractSrise aussi bien sous forme d 1 ARN que d'ADN, il sera 
fait mention aussi bien de I'ADN que de 1 'ARN viral pour 
caractSriser les sequences relatives a un virus possedant 
une telle activit6 transcriptase inverse. 

L' invention sera mieux comprise a la lecture de la 
25 description d&taillee qui va suivre, faite en reference 
aux figures annex&es dans lesquelles : 

- la figure 1 reprfesente la sequence de type MSRV- 
2A obtenue 4 partir des cultures LM7 selon le protocole de 
Shih et col. (J. Virol. 1989 ; 63, 64-75), 

30 - la figure 2, correspond £ l'alignement d'une 

sequence prot6ique MSRV-2A obtenue k partir de la culture 
LM7 avec des sequences proteiques r€trovirales connues ; 
les acides amines conserves entre le produit 
d' amplification (Trad pol SHIH) et certains retrovirus 

35 sont soulignes dans l'alignement. Cette sequence est tres 
eloignee de tous les retrovirus connus a ce jour, en 
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particulier de HTLV, notamment par la presence d'une 
deletion dans la region 5', 

- la figure 3, donne un exemple de consensus pour 
des sequences de MSRV-2B, 

5 - la figure 4 represente la definition d'une 

sequence consensus de type MSRV-2B selon Fig 4A, une 
definition d'une trame de lecture f onctionnelle selon 
Fig 4B, une repetition de 1' amorce 3' selon Fig 4C et une 
sequence comprise entre VLPQG et YVDD selon Fig 4D, 

10 - la figure 5, represente une analyse comparee des 

sequences nucleiques (Fig 5A) et proteiques (Fig5B), de type 
MSRV-2 obtenues a partir des cultures LM7, LM7PC et PLI-2 
et des lymphocytes B d'un patient atteint de SEP, selon le 
protocole original ou modifie de Shih et col., avec LigT4 

15 correspondant a une sequence obtenue a partir des lignees, 
selon le protocole modifife, LBpatDuT4 correspondant a une 
sequence obtenue a partir des lign&es, selon le protocole 
modifie et polSHIH correspondant a une sequence obtenue a 
partir des lignees, selon le protocole original, 

20 - la figure 6, correspond a un alignement d'une 

sequence proteique MSRV-2B (avec une ou deux amorces 3') 
avec des sequences proteiques retrovirales connues ; les 
acides amines conserves (lere ligne) entre le consensus 
MSRV-2B et certains retrovirus sont soulignes dans 

25 1 'alignement ; cette sequence est tres eloign6e de tous 
les retrovirus connus a ce jour, en particulier de HTLV, 
notamment par la presence d'une delation dans la region 5' 
et d'un site actif YVDD et non YMDD, 

- la figure 7, est une representation de 
30 l'activite transcriptase inverse dans les fractions de 

saccharose prelevees sur un gradient de purification de 
virions produits dans les lymphocytes B, en culture, chez 
un patient atteint de SEP (L' activity transcriptase 
inverse (RT) en dpm (disintegrations par minute) est 
35 representee en ordonnee. Les numeros des fractions sont 
representees en abscisse) , 



2715939 



12 

- la figure 8, est une representation de 
I'activite transcriptase inverse, comme dans la figure 7, 
mais obtenue a partir d'une culture de lymphocytes B d'un 
temoin exempt de SEP, et 

5 - la figure 9, il lustre les sequences consensus et 

majoritaires de MSRV-2B obtenues a partir des lymphocytes 
B d'un patient atteint de SEP, selon Fig 9A, avec : 

* MAJ correspondant a la sequence majoritaire dans 
laquelle les bases conservees dans tous les cas sont 

10 representees par ATGC, les bases majoritaires sont 
representees par atgc et les bases deletees par rapport au 
consensus sont representees par 

* VAR correspondant a la sequence majoritaire 
(variation) dans laquelle les bases conservees par rapport 

15 au consensus sont representees par • , les bases 
minoritaires sont representees par atgc et les bases 
deletees par rapport au consensus sont representees par - 
et 

* NIN correspondant aux sequences minoritaires 
20 (exception) dans lesquelles les bases conservees par 

rapport Sl la sequence majoritaire sont representees par . 
et les bases deletees par rapport au consensus par - 

ainsi que la traduction de la sequence 
majoritaire, selon Fig 9B, dans laquelle la legende est la 
25 suivante : 

an: acides nucieiaues: 

- en gras, caract£res de petites tail les: les 
sites de restriction des amorces 

- en gras, caracteres majuscules, extremite 3* des 

30 amorces 

- en souligne, la sequence nucleique majoritaire 

codante 

prot: sequence proteique: 

- en soulign6 : acides amin6s codes par les amorces 

35 
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EXEMPLE 1 : OBTENTION DE CLONES, DEFZNISSAKT UKE 
FAMILLE MSRV-2A, PAR AMPLIFICATION DES REGIONS POL 
CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR UNE PREPARATION DE VIRION 
ISSUE DE LA LIGNEE LM7 . 

5 L'approche moleculaire a consiste a utiliser une technique 
PCR permettant d • amplifier une region relativement 
conservee du gene pol des retrovirus exogenes et 
endogSnes, mais aussi des virus codant pour une enzyme a 
activite transcriptase inverse tels que notamment le virus 

10 de l'hepatite B, qui a ete publiee par Shih et coll. (Shih 
A. , Misra R. , and Rush M.G. Detection of multiple, novel 
reverse transcriptase coding sequences in human nucleic 
acids : relation to primate retroviruses. J. Virol. 1989 ; 
63, 64-75). Cette technique a ete utilisee sur l'ARN 

15 extrait d'une preparation de virions purifies, obtenus 
selon le protocole decrit ci-apres, a partir des 
surnageants de la culture LM7 d'origine (Perron et coll. 
Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561) gardes congel6s 4 -80°C 
depuis lors : les surnageants de cultures sont collectes 

20 deux fois par semaine, pre-centrif uges a 10 000 tpm 
pendant 30 minutes pour £liminer les debris cellulaires, 
et ensuite congeles a -80°C ou utilises tels que pour les 
etapes suivantes. 

Les surnageants frais ou decongeles sont 

25 centrifuges sur un coussin de PBS-glyc6rol 30 % a 100 OOOg 
(ou 3 0 000 tpm dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) 
pendant 2 h & 4°C Apres elimination du surnageant, le 
culot sedimente est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virions concentres, mais non 

30 purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un 
gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 50 % 
poids/poids) et ultracentrif ug6 £ 3 5 000 tpm (100 OOOg) 
pendant 12 h S +4°C dans un rotor a godets. 10 fractions 
sont recueillies et 20 /il sont pr61eves dans chaque 

35 fraction apres homogeneisation pour y doser 1* activite 
transcriptase inverse selon la technique decrite par H. 
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Perron et coll. (Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561). Les 
fractions contenant le pic d'activite RT de type LM7 sont 
ensuite diluees dans du tampon PBS sterile et 
ultracentrif ugees une heure a 35 000 tpm (1 000 000 g) 
5 pour sedimenter les particules virales. Le culot de 
virions purifies ainsi obtenu est alors repris dans un 
petit volume d f un tampon adequat pour 1 1 utilisation 
ulterieure qui en sera faite (Ex. Tampon Guanidium 
Thiocyanate pour 1' extraction des ARN; PBS sterile pour le 

10 stockage a -80°C) . 

Prealablement a la reaction PCR, 1 • ARN de 
1 1 echantillon a ete transcrit en ADN complementaire (ADNc) 
a l'aide du Kit "cDNA synthesis system plus" (Amersham) , 
selon les instructions du fabricant et en se basant sur 

15 une valeur approximee a un log prds de la quant ite d'ARN 
presente dans notre echantillon. Apr&s amplification PCR 
selon la technique de Sh:h et coll., le materiel nucl€ique 
obtenu a et£ depos^ sur un gel avec 2 % d 1 agarose et la 
bande visualisee sous lumiere ultraviolette apres marquage 

20 au bromure d'ethidium dans une region de poids mol€culaire 
d ' environ 100 paires de bases a ete decouple et les acides 
nucleiques contenus, extraits selon le protocole usuel 
(Sambrook J., Fritsch E.F., et Maniatis T., Molecular 
cloning, a laboratory manual. Cold spring harbor 

25 laboratory press, 1989) , puis clones en utilisant le kit TA 
cloning KIT® (British Biotechnology) et les procedures 
conseillees dans les protocoles joints au kit, puis 
sequences, tel que deer it ci-apres : les produits issus de 
la purification sur gel d' agarose sont resuspendus dans 

30 10ml d'eau distillee. Une des proprietes de la polymerase 
Taq consistant £ ajouter une adenine a l*extr€mite 3 1 de 
chacun des deux brins d'ADN, 1 1 ADN obtenu a ete 
directement insure dans un plasmide a l/aide du kit TA 
Cloning™ (British Biotechnology) . Les 2 m1 de solution 

35 d 1 ADN ont ete melanges avec 5 m1 d*eau distillee sterile, 
1 Ml d'un tampon de ligation 10 fois concentrfe "10X 
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LIGATION BUFFER", 2 m1 de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 
1 /xl de "TA DNA LIGASE" . Ce melange a ete incube une nuit 
a 12 °C. Les etapes suivantes ont ete realisees 
conf ormement aux instructions du kit TA Cloning® (British 
5 Biotechnology) . A la fin de la procedure, les colonies 
blanches de bacteries recombinantes (white) ont ete 
repiquees pour etre cultivees et permettre I 1 extraction 
des plasmides incorpores selon la procedure dite de 
"miniprep" (Sambrook J., Fritsch E.F., et Maniatis T. , 

10 Molecular cloning, a laboratory manual. Cold spring harbor 
laboratory press, 1989) . Le plasmide de chaque colonie 
recombinante a ete coupe par une enzyme de restriction 
appropriee et analyse sur gel d* agarose. Les plasmides 
possedant un insert detecte sous lumiere UV apres marquage 

15 du gel au bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour le 
sequengage de l 1 insert, apres hybridation avec une amorce 
compl€mentaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning kit. La reaction pr6alable au 
sequengage a ensuite ete effectuee selon la mfethode 

20 preconisee pour 1 'utilisation du kit de sequengage "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequengage 
automatique a ete realise avec I'appareil "automatic 
sequencer", modfele 373 A Applied Biosystems selon les 

25 instructions du fabricant. 

Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees a 
l'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur banque 
de donnees inf ormatiques Genebank®, pour les sequences 
nuclfeiques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 

30 amines deduites des trames de lecture mises en 6vidence 
dans les sequences nucleiques. L" analyse des sequences 
obtenues a partir d • fechantillon viral provenant des 
surnageants LM7 decongeles et purifie au pic d' activity 
transcriptase inverse sur gradient de saccharose, a mis en 

35 evidence trois categories de sequences. Une premiere 
categorie, correspondant a des associations artef actuelles 
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des amorces nucleiques utilisees pour 1 ' amplif ication PCR, 
une deuxieme categorie correspondant a des sequences sans 
trame de lecture ouverte consistante et une troisieme 
categorie correspondant a des sequences retrovirales dans 
5 la region "pol" attendue de par les amorces utilisees, et 
presentant au moins une trame de lecture ouverte 
consequente . 

Dans cette troisieme categorie, on a pu distinguer 
des sequences strictement homologues a des souches du 

10 murine leukaemia virus qui ont ete retrouvees par la raeme 
approche methodologique, dans des tubes temoins ne mettant 
en presence que de l'eau et I 1 enzyme transcriptase inverse 
du Moloney-murine leukaemia virus utilisee pour la 
synthese de l'ADNc. II est apparu evident que ces 

15 sequences provenaient de contaminants nucleiques associes 
a cette enzyme de retrovirus murin utilisee pour cette 
etape reactionnelle. On a pu aussi y distinguer des 
sequences representees par un nombre de clones allant de 
un a trois, et strictement homologues a des retrovirus 

20 endogenes humains connus. Ces memes sequences ont ete 
detectees dans des echanti lions temoins ne provenant pas 
de SEP, trait^s dans les memes conditions. Enfin, on a 
aussi pu y distinguer une sequence representee par une 
population raajoritaire de clones (environ 42 % des 

25 clones) , relativement 2l la representatives individuelle 
des autres sequences (tou jours infer ieure a 5 %, voire 
10 % pour un petit nombre) , et presentant des homologies 
part iel les avec des retrovirus connus dans la rfegion "pol" 
attendue. L 1 interrogation de la banque de donnees 

30 Genebank* actualisfee a ce jour (version 79, novembre 93) 
n'a pas permis de mettre en evidence de sequence identique 
ou presentant des homologies signif icatives. 

Cette sequence est presentee dans la figure l. 
Elle presente un cadre de lecture ouvert en phase avec les 

35 deux amorces PCR retrouvees aux extremites mais elle est 
plus courte que 1' ensemble des sequences retrovirales 
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connues dans la region attendue entre ces amorces. Une 
"deletion" de 4 5 paires de bases (15 acides amines) y est. 
observee a la suite de la sequence de 1 • amorce "amont" , 
comme cela est presente dans la figure 2, alors que les 
5 sequences precedant 1 1 amorce "aval" sont presentes. 
Cependant la trame de lecture est ouverte et ininterrompue 
sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence 
en acides amines deduite presente une homologie 
significative avec la region correspondante des retrovirus 

10 connus, comme cela est presente dans la figure 2. Dans la 
sequence interne aux amorces PGR, les acides amines E, R, 
Q, P et D, normalement assez bien conserves dans cette 
region pol des retrovirus et des virus avec activite 
transcriptase inverse connus (Shih et coll. J. Virol. 

15 1989; 63, 64-75) sont retrouves conserves aux bonnes 
positions dans la trame de lecture de notre sequence 
originale. 

Etant donne que cette sequence est suffisamment 
divergente des sequences retrovirales dej£ decrites dans 

20 les banques de donnees on peut avancer qu'il s'agit d'une 
sequence appartenant h un nouveau virus que nous 
denommerons MSRV-2A. Ce virus s'apparente a priori, 
d'apr&s 1 # analyse des sequences obtenues, h un retrovirus, 
mais, etant donnfee la technique utilisee pour obtenir 

25 cette sequence, il pourrait aussi s'agir d'un virus & ARN 
dont le genome code pour une enzyme qui possdde 
accessoirement une activite transcriptase inverse comme 
c'est le cas, par exemple, pour le virus de !• hepatite B, 
HBV (Shih et coll. J. Virol. 1989; 63, 64-75). 

30 

EXEMPLE 2 : OBTENTION DE CLONES, DEFZNISSANT UNE 
FAMILLE MSRV-2B, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
DE VIRIONS ISSUES DES LI6NEES LM7 ET PLI-2 . 

35 une technique PCR derivee de la technique publiee 

par Shih et coll. a ete utilisee. Cette technique permet. 
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par traitement de tous les composants du milieu 
react ionnel par la DNase, d'eliminer toute trace d'ADN 
contaminant, Elle permet parallelement , par 1 'utilisation 
d 1 amorces differentes mais chevauchantes dans deux series 
5 successives de cycles d ' amplif ications PCR, d'augmenter 
les chances d' amplifier un ADNc resultant d'une quantite 
d'ARN faible au depart et encore reduite dans 
1 1 echantillon par l 1 action parasite de la DNAse sur l'ARN; 
ce, d'autant plus la DNase est utilisee dans des 

10 conditions d'activite en exces qui permettent d'eliminer 
toute trace d'ADN contaminant avant inactivation de cette 
enzyme restant dans 1 1 echantillon par chauffage a 85°C 
pendant 10 minutes. Par ailleurs, cette variante de la 
technique PCR decrite par Shih et coll, a ete utilisee sur 

15 des fractions de virions, purifies, comme decrit dans 
l'exemple 1, comme prfecedemment pour les surnageants 
congeles des cultures LM7, issus cette fois de lign£e 
lymphoblastoide B spontanee provenant d'un nouveau cas de 
SEP, de la culture PLI-2 (ECACC n° 92072201) et de la 

20 culture LM7PC (ECACC n°93010817) , ces deux derniSres 
cultures ayant 6t6 obtenues selon les mfcthodes ayant fait 
l'objet du brevet n° WO 93/20188. 

Aprfis clonage avec le TA cloning kit* des produits 
amplifies par cette technique et analyse de la sequence a 

25 l'aide du sfequenceur automatique selon ce qui est dfecrit 
dans 1' exemple 1, les sequences ont etS analysees a 
I'aide du logiciel Genevorks®, sur la derni&re version 
(79, novembre 93) S ce jour de la banque de donnfees 
Genebank® . 

30 Cette technique a d'abord et6 appliquee k deux 

fractions de virions purifies sur saccharose h partir de 
l'isolat "POL-2" produit par la lignee PLI-2 d'une part, 
et a partir de l'isolat MS7PG produit par la lignee LM7PC 
d' autre part. Les sequences donees et sequencees & partir 

35 de ces deux echantillons correspondent a quatre 
categories. Une premiere categorie de sequence (type 1) , 
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correspond a des sequences amplifiees a partir de materiel 
nucleique retroviral contaminant la transcriptase inverse 
du MoMuLV utilisee pour 1 • etape de synthese de I'ADN 
complementaire, ainsi que cela a deja ete signale 
5 precedemment . La deuxieme categorie (type 2), retrouvee 
dans la majorite des clones (55 % des clones issus des 
isolats POL-2 des culture PLI-2, et, 67 % des clones issus 
des isolats MS7PG des cultures LM7PC) correspond a une 
famille de sequences "pol" proches mais differentes du 

10 retrovirus endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9. La 
troisieme categorie (type 3) correspond a des sequences 
tres fortement homologues a la sequence attribuee au virus 
nomme MSRV-2A et obtenue pr^cedemment a partir des 
surnageants de culture LM7 (voir exemple 1) par la 

15 technique non modifiee de shih et coll, Cependant la 
proportion des clones de cette categorie est inf erieure S 
celle qui a ete trouvee prfecedemment sur 1 ■ isolat viral 
issu de la culture LM7 (5 % des clones issus des isolats 
POL-2 des culture PLI-2, et, 6 % des clones issus des 

20 isolats MS7PG des cultures LM7PC) . La quatrieme categorie 
correspond A diverses sequences trouvees generalement en 
un exemplaire, ainsi qu'une de type retroviral endogene, 
cependant jamais retrouvees par d'autres approches ou dans 
d'autres echanti lions provenant de culture exprimant une 

25 activite transcriptase inverse de type LM7 . 

La troisidme categorie de sequences obtenues dans 
cette experience, est identique au sequences "pol" de type 
MSRV-2A obtenues precedemment , a quelques mutations prds 
qui peuvent s'expliquer par une variability normale du 

30 genome viral et par des erreurs des enzymes transcriptase 
inverse et taq-polymerase utilisees dans cette technique. 
Cependant, lors de cette deuxieme approche utilisant une 
modification de la technique d6crite par Shih et coll., 
une duplication a priori art§f actuelle de 1' amorce aval 

35 ("amorce 3 f ) a ete observee. Ceci peut provenir de la 
configuration des amorces chevauchantes utilisees pour les 
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deux series de cycles d 1 amplification PCR (technique 
"semi-nested) . La sequence consensus de ces clones est 
presentee dans la figure 3. La trame de lecture 
f onctionnelle correspondante, une representation de la 
5 duplication de 1 ' amorce aval (amorce 3') ainsi que la 
sequence acides amines visualisant le motif interne aux 
regions conservees dans la plupart des retrovirus (VLPQG 
et YVDD) sont presentees dans la figure 4. Une comparaison 
d es sequences acides amines de type MSRV-2 obtenues lors 

10 de cette experience et lors de la precedente fait 
apparaitre une difference notable dans la region 
communement clonee, a savoir le remplacement de la 
methionine M retrouvee dans la region de l 1 amorce PCR par 
une valine V, substituant ainsi le motif YVDD, au motif 

15 YMDD (voir figure 5) . 

L' analyse dans les banques de donnees de cette 
derniere sequence, obtenue par cette technique modifiee 
sur des echantillons viraux distincts, ne modifie en rien 
le fait qu 1 aucune homologie significative n'est trouvee 

20 avec des sequences dej& repertoriees dans la base de 
donnees Genebank®. Cependant, une analogie certaine de la 
sequence acides amines avec la region equivalente des 
retrovirus connus existe, ainsi que cela est presente dans 
la figure 6. Cette analogie fait intervenir, conune dans 

25 les clones issus de la technique precedente, une deletion 
suivant l'amorce amont. Cette sequence est, ici aussi, 
compatible avec un genome retroviral inconnu ou avec un 
g&nome viral ARN (transcrit en ADNc dans notre protocole) 
codant pour une enzyme ayant une activitfe transcriptase 

30 inverse. En effet, les virus de 1' hepatite B et de la 
mosalque du choux-fleur (CaKV) qui ne sont pas des 
retrovirus mais qui possddent une polymerase a activity 
transcriptase inverse ont pu etre amplifies selon la 
technique de Shih et coll. De plus, comme cela est aussi 

35 montre dans la figure 6, le CaMV (clone CaMV QG-YM) 
possede une deletion dans cette region mais, contrairement 
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a notre sequence de type MSRV-2, elle se situe du cote de 
1 1 amorce aval (amorce 3 • ) . 

EXEMPLE 3 : OB TENT I ON DE CLONES , DEF INI SS ANT UNE 
5 FAMILLE MSRV-2B, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
DE LYMPHOCYTES B D'UN NOUVEAU CAS DE SEP. 

Enfin, la meme technique PCR modifiee d 1 aprds la 
technique de Shih et coll. a ete utilisee pour amplifier 

10 et sequencer le materiel nucleique ARN present dans une 
fraction de virions purifies au pic d'activite 
transcriptase inverse "de type LM7 " sur gradient de 
saccharose, selon les protocoles deer its dans l'exemple 1, 
a partir d'une lignee lymphoblastoide spontanee, obtenue 

15 par auto-immortalisation en culture de lymphocytes B d'un 
patient SEP seropositif pour le virus d ' Epstein-Barr ( EBV) 
apres mise en culture des cellules lymphoides sanguine 
dans un milieu de culture appropriS contenant une 
concentration approprifee de cyclosporine A. Une 

20 representation de l'activite transcriptase inverse dans 
les fractions de saccharose prfelevfees sur un gradient de 
purification des virions produits par cette lignSe (Due.) 
est presentfee dans la figure 7* De meme, les surnageants 
de culture d'une lignee B obtenue dans les memes 

25 conditions & partir d'un t6moin exempt de sclerose en 
plaques ont 6t6 traitfes dans les memes conditions et le 
dosage de l 1 activity transcriptase inverse dans les 
fractions du gradient de saccharose s'est avere negatif 
partout (bruit de fond) comme illustre a la figure 8. La 

30 fraction 3 du gradient correspondant d la lignee B de SEP 
et la meme fraction sans activity transcriptase inverse du 
gradient temoin non-SEP, ont ete analysees par la meme 
technique RT-PCR que pr6cedemment , derivee de Shih et 
coll., suivie des memes etapes de clonage et de 

35 sequencpage, comme deer it dans l'exemple 1. 
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L' analyse des clones recombinants preleves au 
hasard a fourni quatres categories de sequences : une 
premiere categorie de sequence (type 1) , correspond a des 
sequences amplifiees a partir de materiel nucleique 
5 retroviral contaminant la transcriptase inverse du MoMuLV 
utilisee pour l'etape de synthese de 1 1 ADN complementaire. 
La deuxieme categorie (type 2) , correspond a une famille 
de sequences "pol" proches mais differentes du retrovirus 
endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9 . 

10 La quatrieme categorie correspond a diverses 

sequences trouvees generalement en un exemplaire, ainsi 
qu'une de type retroviral endogene, cependant jamais 
retrouvees par d'autres approches ou dans d'autres 
echantillons provenant de culture exprimant une activite 

15 transcriptase inverse de type LM7 . Les resultats sont 
presentes dans le tableau annexe. II est tout & fait 
notable que les sequences de type MSRV-2 soient retrouvees 
dans le seul materiel associe a un pic d' activity 
transcriptase inverse "de type LM7" provenant de la lignee 

20 lymphoblastoide B de SEP* Ces sequences n'ont pas et6 
retrouvees avec le materiel de la lignee lymphoblastoide B 
temoin (non-SEP) dans 26 clones recombinants pris au 
hasard. Seules les sequences contaminantes de types Mo- 
MuLV et des sequences sans analogie retrovirale 

25 particuliere ont 6t6 retrouvees chez ce temoin. La 
difference de rdsultats est 4 l 1 evidence hautement 
significative (chi-2, p<0,001). L'analyse des sequences de 
type MSRV-2 obtenues a partir de la lign6e B de ce patient 
SEP est prfesentee dans la figure 9. L 1 analyse des 

30 sequences de type MSRV-2 obtenues dans toutes les 
fractions de virions purifiees provenant respect ivement 
des cultures LM7 , LM7PC, PLI-2 et de la lignee 
lymphoblastoide B de SEP (Due), par les deux techniques 
PCR derivee de la technique publi6e par Shih et coll., est 

35 presentee dans la figure 5. On y constate que la sequence 
en acide nucleique y est trSs conservee, a quelques 
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mutations pres, et que la seule variation de sequence 
acide amines observee dans ces clones concerne la 
methionine ou la valine du site amorce 3' YMDD/YVDD. 
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TABLEAU 



REPARTITION DES SEQUENCES OBTENUES ™RP<*^_ 

MODIFIEE D APRES SHIH ET COLL ^J^SS^t^mSSsE 
DE LYMPHOCYTES B D UN PATIENT ATTEENT DEjSCLEROifc 
EN ?LAQUES VERSUS ON PATIENT CONTROL.E 





TYPE 1 


TYPE 2 


TYPE 3 


TYPE 4 






MSRV-2B 




Lympho B 


0 


1 1 


4 


8 


patient SEP 


0% 


48% 


17% 


35% 


Lympho B 


5 


0 


0 


21 


patient 










non SEP 


19% 


o% 


o% 


81% 



2715939 



25 

R EVEND I CAT I OMS 

1/ Virus, possedant une activite transcriptase 
inverse, associe a la sclerose en plaques, contenu dans 
une souche virale possedant une activite transcriptase 
5 inverse, choisie parmi les souches denommees 
respectivement POL-2, deposee le 29.07.1992 aupres de 
l'ECACC sous le numero d'acces V92 072202, et MS7PG deposee 
le 08.01.1993, aupres de l'ECACC sous le numero d'acces 
V93010816, autre que le virus humain, possedant une 

10 activite transcriptase inverse, et dont au moins une 
partie de la sequence POL presente une homogie avec la 
meme region POL du virus endogene ERV9 ou HSERV9, contenu 
dans chacune des memes souches, et parmi les souches 
variantes consistant en des virus comprenant au moins un 

15 antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige 
contre au moins un antigene correspondant de l'un ou 
1' autre desdits virus des souches virales POL-2 et MS7PG 
precit^es, autre que le virus humain precite. 

2/ Virus, possedant une activite transcriptase 

20 inverse, associe a la sclerose en plaques, produit par une 
lignee cellulaire choisie parmi les lignees cellulaires 
d6nommees respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 
auprds de l'ECACC sous le numero d'acc£s 92072201 et LM7PC 
dSposee le 08.01.93 aupr&s de l'ECACC sous le numfero 

25 d'acces 93010817, autre que le virus humain, possedant une 
activite transcriptase inverse, et dont au moins une 
partie de la sequence POL presente une homogie avec la 
mSme rfegion POL du virus endogSne ERV9 ou HSERV9, produits 
par chacune des memes lignees, et parmi les cultures 

30 cellulaires infectees susceptibles de produire un virus 
comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de l'un ou 1' autre des virus produits par 
les lignees PLI-2 et LM7PC precitees, autre que le virus 

35 humain precite. 
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3/ Virus caracterise en ce que son genome comprend 
une sequence nucleotidique presentant au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec une sequence 
nucleotidique SEQ ID N01 ou sa sequence complementaire. 
5 4/ Virus caracterise en ce que son genome code 

pour une sequence peptidique presentant au moins 50 %, et 
de preference au moins 70 % d'homologie avec une sequence 
peptidique codee par la sequence nucleotidique SEQ ID N01 
ou sa sequence complementaire. 

10 5/ Fragment nucleotidique, caracterise en ce qu'il 

comprend une sequence nucleotidique presentant au moins 
50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec la 
SEQ ID N01 ou sa sequence complementaire. 

6/ Fragment nucleotidique, caracterise en ce qu'il 

15 consiste en une sequence nucleotidique presentant au moins 
50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec la 
sequence nucleotidique SEQ ID N01 ou sa sequence 
complementaire. 

7/ ARN ou ADN et notamment vecteur de replication, 

20 comprenant un fragment selon la revendication 5 ou 6. 

8/ Amorce sp6cifique pour 1 • amplification par 
polymerisation d'un ARN ou d'un ADN sp6cifique d'un virus 
associe a la sclerose en plaques, caract6risee en ce 
qu'elle comprend une sequence nucleotidique presentant au 

25 moins 50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie 
avec au moins une partie d'un fragment selon la 
revendication 5 ou 6. 

9/ Amorce selon la revendication 8, caracterisee 
en ce qu'elle a de 10 a 30 nucleotides. 

30 10/ Sonde susceptible de s'hybrider specif iquement 

avec un ARN ou un ADN specif ique d'un virus associe a la 
sclerose en plaques, caracterisee ce qu'elle comprend une 
sequence nucleotidique presentant au moins 50%, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec au moins une 

35 partie d'un fragment selon la revendication 5 ou 6. 
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11/ Sonde selon la revendication 14, caracterisee 
en ce qu'elle a au moins 10 nucleotides. 

12/ Utilisation d'une sonde selon la revendication 
10 ou 11 ou d'une amorce selon la revendication 8 ou 9 , 
5 pour detecter et/ou identifier, dans un echantillon 
biologique, un virus associe a la sclerose en plaques. 

13/ Composition therapeutique antisens notamment 
pour le traitement de la sclerose en plaques, caractfirisee 
en ce qu • elle comprend au moins une sequence nucleotidique 
10 selon la revendication 10 ou 11. 

14/ Procede pour detecter et/ou identifier un 
virus associe a la sclerose en plaques, dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce qu'on expose un 
ARN et/ou un ADN specif ique audit virus, ou leur ARN et/ou 
15 ADN complementaire, a au moins une sonde selon la 
revendication 10 ou 11. 

15/ Procede selon la revendication 14 caracterise 
en ce que avant d'exposer 1 1 ARN et/ou 1 'ADN ou leur ADN 
et/ou ARN complementaire, a la sonde, on hybride ledit ARN 
20 et/ou ledit ADN avec au moins une amorce selon la 
revendication 8 ou 9 et on amplifie ledit ARN et/ou ADN. 

16/ Peptide cod6 par la sequence nucleotidique du 
g6nome d'un virus associe £ la sclerose en plaques, 
caracterisS en ce qu'il est code par au moins une partie 
25 d'un fragment nucleotidique selon la revendication 5 ou 6. 

17/ Proteine caracterisee en ce qu'elle comprend 
un peptide selon la revendication 16. 

18/ Oligopeptide caracterise en ce qu'il comprend 
au moins cinq aminoacides contigus du peptide selon la 
30 revendication 16. 

19/ Composition diagnostique, et/ou therapeutique 
et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins un peptide selon la revendication 16, ou au moins 
une proteine selon la revendication 17 ou au moins un 
35 oligopeptide selon la revendication 18. 
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20/ Composition diagnostique, et/ou thfirapeutique 
et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
un ligand specifique a un peptide selon la revendication 
16, ou a une proteine selon la revendication 17, ou £ un 
oligopeptide selon la revendication 18. 



1/3 
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FIC, 1 



pol SHTH TCGAAAGTGT TCCG&CAG3G CQCIGAAGOC TATCQOGTIGC AGTIO00C3GA 
pol SHIH TOG03CCTAT AGOTICEACA TOGMGACAT OCTOCTOOOC TOC 93 



50 
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RC, % 



Trad, amorces 
Trad pol StUH 
HTLA/1 QG-YM 
HTL.V2 QG-YM 
HTV1 QG-YM 
HIV2 QG-YM 
NfcMulv QG-YM 
VISNA QG-YM 
CAEV QG-YM 
JSRV QG-YM 
MVTIV QG-YM 
MEW QG-YM 
HEKVK QG-YM 
EHV9 QG-YM 
CaMV QG-YM 



WKVLPQG YMTOHIAS 
WKVLPQG A^YBV^LED^YSLYMCDIIiAS 

VLJ^QGFKNSPTTJTi^ 

VIJ3QGFKNSPTli : B3QL^ 

VIJQGWKGSPAIFQSSWIKI^^ 

VLPQC>/KGSPAIFQfflM^ 

RIjaQC2T<NSFIIJIDE?^^ 

VU a QGWKI^PA\A f QFTM^ 

VUQGWKl^PSVYQF^ 

VLFQCMINSFTIJGQK^ 

VLFQC24KNSPI1^3QKF^ 

VLPQQ^ISPTLCQKYVATAM 

VLFQGlLNSFTICaiYArt^ 

VLPQGFTraFHLFGQAIJtf<D^ 

VFFTXKQ&PSIFQRHMDE^^ YVED 



31 
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F/q 3 



Consensus TTOGATCCaG TCYTOCCACA QQGCQC1GAA QOCTATCGOG TQCftGTIGCC 50 
Consensus QGATOCCGGC TATMOCTCT ACGTQGATGA CCT9CIGAW3 CTIGAG 96 
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Consensus TTOGATOCftG TCVTQCCACA QC30CGCTGAA QCCTMOQCG T3CAGTTG0C 

B CG13 - T. 

E CG38 C 

H OG65 C 

Consensus QGATOCOOGC TATBGCCICT AOGTOGMGA CCTSCIGAAG CTIGftGraGG 

B CG13 ,- G 

E QG38 C 

H GG65 C 

Ccnsensus TO3ATGBGCT CCTCAA3CTT GflG 123 

B CGL3 123 

E CG38 123 

H CG65 123 

TK3GA3CCAG TCYIQOCACA GGQQQCIGAA GOCTAICOCG TGCAGnGOC 
LDPV LPQ GAE AYRV QLP 

GGATQQOQOC TMAGOCICT ACGTGGATGA OCTSCIGMG CITCAGIMG 
DAA YSLY VDD LLK LEYV 

T3GATCADCT QCTCAAGCIT GAG 
DDL L K L E 

Ccnsensus Tnremra; TCv -itrara OOOCGOJGfA OJJlAlOrG '1UA,T1LU. 
Consensus GGATQCCGCC TATAGCCTd aootogatca cctsctga*o cttbm02C& 
Ccnsensus -rrraTranrT (rTCA^QCTT GSG 123 



50 
50 
50 
50 

100 
100 
100 
100 



50 



100 



123 



50 
100 



FIG 40 
VLPQS GAEAYIM2LFCAAYSL WED 
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Consensus TOGAAAGIGY TGOOCAGQG OTCTGAAGCC TATOQCGIQC AGTTOCCGGA 

LigT4 A 

pol SHIH T A 

LEpatIXlT4 ...T C 



50 
44 
50 
44 



Consensus 
LigT4 
pol SHIH 
LEpatDuT4 



TGCCGCCTAT AQ UL ' lUia CR TGGMGACAT LUIUL'lUGGC TCC 93 

G 72 

A 93 

G 72 



FIG, 56 

Consensus — VLPQGAEA YRV^LTOAAY SLYVED 31 

Trad pol SHIH WK M. . ILIA S 31 

Trad LigT4 24 

Trad of L£&atDuT4 24 
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Rq 6 



AA conserves 

HTLV1 QG-YM 
HTLV2 QG-YM 
HIV1 QG-YM 
HTV2 QG-YM 
McMulv QG-YM 
VISNA QG-YM 
CAEV QG-YM 
JSRV QG-YM 
NMIV QG-YM 
MfW QG-YM 
HERVK QG-YM 
EKV9 QG-YM 



VLPOG. 



-E..B-Q.£ X-ffi 



VLPQGFKNSPnJEMQLAHIIQPIBQMKCTn^iflCD 
VUQGFKNSPTLFEQQLAAVLNMW4FFTSTIVA3YMCD 
VIJSQGWKGSPAJFDS3 , rcKn£P^ 
VLPQGWWSSPAIIXJfflMRQvI^EKANKt^I 

VIJJQGWKLSPAVYQFI>CKIIIO«EQS^Q 

VIJQGWKLSPSVri!CFTMQEniS>^ 

VLFQGMI^PIIi3QKFVAT3tfAPW^^ 

VLFSGMKNSPTIjOQKFVD^^ 

VLPQGMANES ; TLCX2KYVATMHKVEJOW 
VLPQGML^ISPTIOQTF^^3^AIQPyBH^SDCYIIHYIED 

VLP3GFPESPHUTX5MAKDli3HFSS--BniA^^ 



Trac*tSKV-2B 2YV 
TradMSRV-2B 
CaMV QG-YM 



VLPQG AEAYB^^ffiAAYSLYVIIXiJaJEXVrr) 

VLPQG AEftY£M3£BJAAYSLXVED 

VPPGLN^PSIPQPlMXaFRVFPKFOCV YVED 
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(uj<ip) ia 
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P/G, 8 




(ujdp) iy 
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Consensus 
VAR 

Consensus 

Consensus 

VAR 

MIN 



fig 34 

CTTOGMCCA C2CVTVM3«E ARQGGHCAG GO«IM*CC OCNICINrW 
CTIGGA30CA GtGtlt|cCaC AgOGGtTCAG GS-aTaGcCC OCaTCItfltt 
c.aa.c. .a. ..c.C. ..gg. ..a ca 

GGMZAGGSTA TI3GYCCAAG ACTIGAKDCA OsFCICATyC CTOGAACACT 
GGcCAGGc-A TTAGcCCAAG ACTIGAgCCA GttCICAITiC CTOGA-CACT 
a....ot t a.... 



CTIU-NULTI ' CGGNACGRKG GNATGACMIN CIGAN GCTIG AGA 
CTIG-TCCTT OQSraC-atG G-ATCACcTg CTCAaG CTIG AG- 
c .gggG .c a.c CTGANULT1U AG- 



143 
141 
137 

125 



50 
50 
50 

100 
100 
98 



FI5 36 

an ^nrrA (rrerrmnrar AQncy TPTr^r, nrATAOTrx: CATCTamS 50 
prot V l P O Q FR DSP HLFG 



an 
prot 



F NTT™* 3 ** * 
Q A L AQD LSQF SYL DTL 



100 



an 
prot 



(TTTyTTCGGT APATTCATCA QCTQCTGMO CTTGHQ 
V L R V M D D 
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